Tto page was created with QjegdOtil Imagination 



©Dement Information 

New oligonucleotides, useful for detecting bacteria that may contaminate drinking water, 
provide quick results for many species in parallel 
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• Abstract : 

WO2002 102824 A NOVELTY - Oligonucleotides (ON) that: 

(a) have any of 47 sequences given in the specification; 

(b) are at least 80, preferably 96,% identical with (a) and hybridize specifically to nucleic acid present in bacteria that may be present in drinking water, 

(c) differ from (a) by a deletion and/or addition and have the same hybridization properties as (b); or 

(d) hybridize to sequences complementary to (a)-(c), are new. 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for: 

(1) detecting (Ml) bacteria (A) that may be present in drinking water, using ON; and 

(2) kit for performing (Ml). 

USE - ON are used as probes to detect bacteria (especially Legionella, fecal streptococci and coli forms) that may contaminate drinking water in 
environmental samples (water or soil); clinical samples (sputum, biopsies, urine etc.); in bathing and drinking water; and in foods, pharmaceuticals and 
cosmetics, by in situ hybridization. 

ADVANTAGE - ON combine the advantages of fluorescent in situ hybridization with those of culture methods. Only a relatively short culture step is 
required; analysis takes 24-48 hours (contrast many days for conventional methods), and all relevant bacteria can be tested for simultaneously. ON can 
differentiate between species of the same genus and are easy to use, allowing simple analysis of a large number of samples. (Dwg.0/0) 
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Others : 

Technology Abstract TECHNOLOGY FOCUS 

BIOTECHNOLOGY- Pre/erred Process: (Ml) comprises culturing a sample that may contain (A); fixing the bacteria; then incubating 
fixed cells with at least one ON Any non-hybridized ON are removed and (A) detected and visualized (optionally also quantified) from the 
hybridized ON. Preferably ON are labeled with a fiuorophore, chemiluminescent compound, radioactive atom, enzyme, hapten or a nucleic 
acid detectable by hybridization, and detection uses a light or epifluorescent microscope, chemiluminometer, fluorimeter or flow cytometer. 
The sample is particularly drinking or surface water. 
Preferred Bacteria: These are: 

(a) of the genera Legionella, especially L. pneumophila; 

(b) fecal streptococci; or 

(c) coliforms. specially Escherichia coli. 

Preferred Oligonucleotides: These contain 1 7-25 bases. The specification lists ON that are suitable for detecting specifically the various 
types of bacteria listed above. 

Preferred Kits: The kit contains at least one ON, optionally also hybridization, washing and fixing solutions. 
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@ Verfahren zum spezifischen Schnellnachweis von Trinkwasser relevanten Bakterien 

® Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von 
Bakterien in Trink- und Oberflachenwasser, insbesondere 
ein Verfahren zum gleichzeitigen spezifischen Nachweis 
von Bakterien der Gattung Legionella und der Spezies Le- 
gionella pneumophila durch in situ-Hybridisierung sowie 
ein Verfahren zum spezifischen Nachweis von Fakalstrep- 
tokokken mittels in situ-Hybridisierung sowie ein Verfah- 
ren zum gleichzeitigen spezifischen Nachweis von colifor- 
men Bakterien und Bakterien der Spezies Escherichia coli 
sowie entsprechende Oligonukleotidsonden und Kits, mit 
denen die erfindungsgemafcen Verfahren durchgefuhrt 
werden konnen. 
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[0011] Wahrend der Sinn des CoUformen-Nachweises inzwischen durchaus umstritten ist (Means, E. G., Olson, B.H., 
1981. Coliforms inhibition by bacteriocin-like substances in drinking water distribution systems. Appl. Environ. Micro- 
bioL, Vol. 42, S. 506-512; Burlingame, G.A.; McElhaney, J.; Pipes, W.O., 1984. Bacterial interference with colifonn co- 
lony sheen production on membrane filters. Appl. Environ. Microbiol., \fol. 47, S. 56-60; Schmidt-Lorenz et aL, 1988, 
Kritische tAerlegungen zum Aussagewert von E. coli, Coliformen und Enterobacteriaceen in Lebensmitteln, Arch. Le- 5 
bensmittelhyg. 39, 3-15.) stent der Wert des Nachweises von E. coli als Markerorganismus auBer Frage. 
[0012] Dariiber hinaus dient E. coli keineswegs nur als Indexbakterium in mikrobiologischen Analysen, sondem es 
sind eine Reihe pathogener Stamme dieses Organismus bekannt. Diese enterovirulenten Stamme werden in verschieden 
Subgruppen (Enterotoxinbildner, Enteropathogene, Enterohamorrhagische, Enteroinvasive, Enteroadharente E. coli) 
eingeteilt. AUe Bakterien dieser Subgruppen losen Durchfallerkrankungen unterschiedlicher Schweregrade bis hin zur 10 
Lebensbedrohlichkeit aus. 

[0013] StandardmaBig erfolgt der Nachweis von E. coli und Coliformen mittels Kuitivierung, die durch mehrere auf- 
einanderfolgende Kulti vierungsschritte auf verschiedenen Medien innerhalb von zwei bis vier Tagen zu einem Ergebnis 
fiihrt Als alternatives Kuitivierungsverfahren bringt die Kuitivierung auf Fluorocult LMX-Bouillon bereits nach 30 
Stunden ein Ergebnis. Auch das MembranfUterverfahren zum Nachweis von E. coli (der Nachweis von Coliformen ist so 15 
nicht moglich) benotigt immer noch 22 bis 32 Stunden bis zum Ergebnis. Hierbei kommt es jedoch nicht selten zu f alsch 
positiven Ergebnissen, da gerade bei Frischfleisch nicht selten Indol-positive Klebsiella oxytoca und Providencia-Arten 
vorkommen. 

[0014] Als weitere Indikatoren fur Fakalkontaminationen von Trink- und Oberflachenwasser gelten die sogenannten 
Fakalstreptokokken. Ahnlich wie die Coliformen sind auch diese eine uneinheitliche Gruppe. Fakalstreptokokken wer- 20 
den welche phyiogenetisch den Gattungen Streptococcus und Enterococcus zugeordnet. Es handelt sich um Gram-posi- 
tive Bakterien, welche typischerweise Diplokokken oder kurze KeUen bilden, und im Intestinaltrakt von Warmblutern 
verbreitet sind. 

[0015] In der im Jahre 2001 gultigen Deutschen Verordnung fiir TVinkwasser und Wasser fur Lebensmittelbetriebe ist 
auch ein Grenzwert fiir Fakalstreptokokken festgelegt. In 100 ml TVinkwasser durfen keine Fakalstreptokokken nach- 25 
weisbar sein, andemfalls hat das untersuchte Wasser keine Trinkwasserqualitat mehr. 

[0016] Die in der Trinkwasserverordnung empfohlenen Nachweisverfahren basieren auf direkter Kuitivierung der 
Wasserprobe oder auf Membranfiltration und anschlieBendem Einbringen des Filters in 50 ml Azid-Glucose-Bouillon. 
Die Kuitivierung soli fur mindestens 24 h, bei negativem Ergebnis fur 48 h, bei 36°C erfolgen. Ist auch nach 48 h keine 
Triibung oder Sedimentbildung der Bouillon feststellbar, gilt die Ab wesenheit von Fakalstreptokokken in der untersuch- 30 
ten Probe als belegt. Im Faile einer TViibung oder Sedimentbildung erfolgt ein Ausstrich der Kuitur auf Enterokokken- 
Selektivagar nach Sianetz-Barthley und die erneute Inkubation bei 36°C fur 24 h. Im Falle der Bildung rotbrauner bzw. 
rosafarbener Kolonien werden diese genauer untersucht. Nach Oberfuhrung in ein geeignetes Flussigmedium und Kuiti- 
vierung fiir 24 h bei 36°C, gelten Fakalstreptokokken als nachgewiesen, wenn eine Vermehrung in Nahrbouillon bei pH 
9,6 erfolgt und Vermehrung in 6,5% NaCl-Bouillon moglich ist sowie bei Ascutinabbau. Der Asculinabbau wird durch 35 
Zugabe von frisch hergestellter 7%iger wassriger Losung von Eisen(H>chlorid zur Asculinbouillon gepriift. Bei Abbau 
entsteht eine braun-schwarze Faroe. Haufig wird zusatzlich eine Gramfarbung zur Unterscheidung der Bakterien von 
Gram-negativen Kokken durchgefuhrt sowie ein Katalasetest zur Unterscheidung von Staphylokokken durchgefuhrt Fa- 
kalstreptokokken reagieren Gram-positiv und Katalase-negativ. Der traditionelle Nachweis stellt sich somit als langwie- 
riges (48-100 h) und im Verdachtfall iiberaus aufwendiges Verfahren dar, 40 
[0017] Als logische Konsequenz aus den Schwierigkeiten, welche die oben genannten Verfahren beim Nachweis von 
Legionellen, E. coli und Coliformen sowie Fakalstreptokokken haben, bieten sich daher Nachweisverfahren auf Nukle- 
insaurebasis an. 

[0018] Bei der PCR, der Polymerase-Kettenreaktion wird mit spezifischen Primern ein charakteristisches Stuck des je- 
weiligen Bakteriengenoms amplifiziert. Findet der Primer seine Zielstelle, so kommt es zu einer millionenfachen \fer- 45 
mehrung eines Stiicks der Erbsubstanz. Bei der anschlieBenden Analyse, z. B. mittels eines DNA-Fragmente auftrennen- 
den Agarose-Gels kann eine quahtative Bewertung stattfinden. Im einfachsten Fall fuhrt dies zu der Aussage, dass die 
Zielstellen fur die verwendeten Primer in der untersuchten Probe vorhanden waren. Weitere Aussagen sind nicht mog- 
lich; diese Zielstellen konnen sowohl von einem lebenden Bakterium, als auch von einem toten Bakterium oder von 
nackter DNA stammen. Eine Differenzierung ist hier nicht moglich. Dies ist insbesondere bei der Untersuchung von Pro- 50 
ben auf ubiquitare Keime wie E. coli und Coliforme problematisch. Da die PCR-Reaktion auch bei Anwesenheit eines 
toten Bakteriums oder nackter DNA positiv ausfallt, kommt es hier haufig zu falsch positiven Ergebnissen. Eine Weiter- 
fuhrung dieser Technik stellt die quantitative PCR dar, bei der versucht wird, eine Korrelation zwischen Menge an vor- 
handenen Bakterien und der Menge an amplifizierter DNA herzustellen. \forteile der PCR liegen in ihrer hohen Spezifi- 
tat, leichten Anwendbarkeit und im geringen Zeitaufwand. Wesentliche Nachteile sind ihre hohe Anfalligkeit fur Konta- 55 
minationen und damit falsch positive Ergebnisse sowie die bereits erwahnte fehlende Moglichkeit zwischen lebenden 
und toten Zellen bzw. nackter DNA zu unterscheiden. 

[0019] Einen einzigartigen Ansatz, die Spezifitat der molekularbiologischen Methoden wie der PCR mit der Moglich- 
keit der Bakterienvisualisierung, wie sie die Antikorper-Methoden ermoglichen, zu verbinden, bietet die Methode der 
Ruoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH; Amann, R.L, W. Ludwig und K.-H. Schleifer, 1995. Phylogenetic identifica- 60 
tion and in situ detection of individual microbial cells without cultivation. Microbial. Rev. 59, S. 143-169). Hierbei kon- 
nen Bakterienarten, -gattungen oder -gruppen hochspezifisch identifiziert und visualisiert werden. 
[0020] Die FISH-Technik basiert auf der l^tsache, dass es in Bakterienzellen bestimmte MolekUle gibt, die aufgrund 
ihrer lebenswichtigen Funktion im Laufe der Evolution nur wenig mutiert wurden: Die 16S und die 23S ribosomale Ri- 
bonukleinsaure (rRNS). Beide sind Bestandteile der Ribosomen, den Orten der Proteinbiosynthese, und kbnnen aufgrund 65 
ihrer ubiquitaren Verbreitung, ihrer GroBe, und ihrer strukturellen und funktionellen Konstanz als spezifische Marker 
dienen (Woese, C.R., 1987. Bacterial evolution. Microbiol. Rev. 51, S. 221-271). Ausgehend von einer vergleichenden 
Sequenzanalyse konnen phylogenetische Beziehungen allein aufgrund dieser Daten aufgestellt werden. Dazu mussen 
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[0031] Verfahren zum gleichzeitigen spezifischen Nachweis von Baklerien der Gattung Legionella und der Spezies L. 
pneumophila: 

5'- cac tac cct etc cca tac 
5*- cac tac cct etc eta tac 



5'- c cac cac cct etc cca tac 
5 % - c cac ttc cct etc cca tac 
5'- c cac tac cct etc ccg tac 
5'- c cac tac cct eta cca tac 



5'- c cac tct tct ttt tec ggt 
5'- c cac tct tct ttt ccc ggt 



10 



15 



20 



25 



5'- 1 ate tga ccg tec cag gtt a 

[0032] Verfahren zum spezifischen Nachweis von Fakalstreptokokken: 

5'- ccc tct gat ggg tag gtt 30 



5'- ccc tct gat ggg cag gtt 
5*-taggtg ttg tta gcattt eg 
5'- cac tec tct ttt tec ggt 

5'-c cac ttc tct ttt tec ggt 45 



35 



40 



50 



55 



5*-cac aca ate gta aca tec ta 

5'- agg gat gaa ctt tec act c 60 
5'- cca etc att ttc ttc egg 

65 
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5'^ccccgcttgagggcagg 
5 5'. C ctcttttcccggtggag 
y.cctctttttccggtggagc 

10 

5'-cactcctcttttccaatga 

15 

S'-cactcctcttacttggtg 
20 5 Maggtgccagtcaaattttg 

5^-ccccttctgatgggcagg 

25 

5 --ccccctctgatgggcagg 

30 

5'-cgacttcgcaactcgttg 

35 5'-cgacttcgcgactcgttg 

5'-cgagttcgcaactcgttg n ^ Spezies 

•fichrn Nachweis von cohformen Baktenen unu 
40 [0033] Verfahren Z umgleichzeitigenspez lfi schenNachw 

Escherichia coli: 
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5'gacccc cttgcc gaaa 



5' atg acc ccc tag ccg aaa 



5'- ggc aca acc tec aag teg ac 



10 



5'- gga caa cca gec tac atg ct 



15 



5'- aca aga etc cag cct gee 



5'- cag gcg gtc tat tta acg cgt t 



5'- ggc aca acc tec aaa teg ac 



20 



25 



5 - ggc cac aac etc caa gta ga 



30 



5'- acc aca etc cag cct gee 



35 



5'- aca aga etc tag cct gee 



5'- ggc ggt cga ttt aac gcg tt 



40 



5*- ggc ggt eta ctt aac gcg tt 



45 



5'- ggc ggt eta ttt aat gcg tt 



50 



5'- age tec gga age cac tec tea 



55 



60 
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10 



15 



5<_ggaacaacctccaagtcg 
5^-gccacaacctccaagtag 
5'-atggccccctagccgaaa 
S'.gatgaccccctagccga 
S'.aaccttgcggccgtactccc 



5'-aaCCttgCggCCgtaCtCCC ^nikonukleotidsequenzen.dietrotzderAbwei- 

idere /qnoiDNa lbisSEQlDNo.47) 

senders bevorzugt in nund estens 90%3 «^ ™ e ines der oben W^3.n«n61«WJls, das 

Ud-«^ - SrSS ££?«d Shi eiwa die gesarnte Seque 
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aUtaCeich^udenoben^ 
durch eine oder mehr Deleuonen i a Legionella und der Spezies u pie f bedeutet 

wandlungen nach a) « ermoglichen. 

Nukleinsauresequenzen von Ziel Orgarn , pn sTO ID No 1 bis SEQ ID No. 47 

chiedenen Hybridisierungslosunge^ SjSm* das Einhalten von stnngenten I^^fjgJ Moderate Bedin- 
Sntrationen von 0-80% «Tf^dtnmolSl auch tatsachlich mil der ^^^SJLd beschrieben 

euneen im Sinne der Erftndung sinu *~ Prfindune s ind beispielsweise 20-80 fo rarnw ' Bakterien der 

[0037] fin pneumophila enthalt eine ^HybntoW dne 8 Salzkonzentrati on von 

Gattung Legionellaund J-JJfS^, beV orzugt 35% Formamid. Si '^JJ? ^ besonder s bevorzugt von 
bevorzugt 20%^0% Formam^esonoe bevorzU gter von J 0,7 moVVO, 9 mom, Hybridisierungslo- 

0,1 molA-1,5 molA, bevorzugt wo W i ^ ^ um Natri umchlorid hanMt Wei^asst me y 
. & mol/U wobei es ^g^tilTBSmd^yUulfat (SDS) ^^SK^W** 
sung Ublicherweise ein ^» s >_ m Q5% bevorzugt er von 0,01-0,W ^ wie fris-HCl, Na- 
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Formamid. Sie hat aufierdem eine Salzkonzentration von 0,1 mol/l-1,5 mol/l, bevorzugt von 0,5 mol/1-1,0 mol/L, bevor- 
zugt von 0,7 mol/1-0,9 mol/l, besonders bevorzugt von 0,9 mol/l, wobei es sich bei dem Salz vorzugsweise um Natrium- 
chlorid handelt. Weiter umfasst die Hybridisierungslosung iiblicherweise ein Detergens, wie z. B. Natriumdodecylsulfat 
(SDS), in einer Konzentration von 0,001%-0,2%, vorzugsweise in einer Konzentration von 0,005-0,05%, bevorzugter 
0,01-0,03%, besonders bevorzugt in einer Konzentration von 0,01%. Zum Puffem der Hybridisierungslosung konnen 5 
verschiedene Verbindungen wie Tris-HCl, Natriurn-Citrat, PIPES oder HEPES verwendet werden, die ublicherweise 
Konzentrationen von 0,01-0,1 mol/l eingesetzt werden, bevorzugt von 0,01 bis 0,08 mol/l, in einem pH-Wert-Bereich 
von 6,0-9,0, bevorzugt 7,0 bis 8,0. Die besonders bevorzugte erfindungsgemaBe Ausfuhrung der Hybridisierungslosung 
beinhaltet 0,02 mol/l Tris-HCl, pH 8,0. 

[0039] Im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens zum gleichzeitigen speziflschen Nachweis von coliformen Bak- 10 
terien und der Spezies E. coli enthalt eine typische Hybridisierungslosung 0%-80% Formamid, bevorzugt 20%-60% 
Formamid, besonders bevorzugt 50% Formamid. Sie hat aufierdem eine Salzkonzentration von 0,1 mol/l-1,5 mol/l, be- 
vorzugt von 0,7 mol/1-0,9 mol/l, besonders bevorzugt von 0,9 mol/l, wobei es sich bei dem Salz vorzugsweise um Na- 
triumchlorid handelt Weiter umfasst die Hybridisierungslosung ublicherweise ein Detergens, wie z. B. Natriumdodecyl- 
sulfat (SDS), in einer Konzentration von 0,001%-0,2%, vorzugsweise in einer Konzentration von 0,005-0,05%, bevor- 15 
zugter 0,01^0,03%, besonders bevorzugt in einer Konzentration von 0,01%. Zum Puflfern der Hybridisierungslosung 
konnen verschiedene Verbindungen wie Tris-HCl, Natriurn-Citrat, PIPES oder HEPES verwendet werden, die ublicher- 
weise Konzentrationen von 0,01-0,1 mol/l eingesetzt werden, bevorzugt von 0,01 bis 0,08 mol/l, in einem pH-Wert-Be- 
reich von 6,0-9,0, bevorzugt 7,0 bis 8,0. Die besonders bevorzugte erfindungsgemaBe Ausfuhrung der Hybridisierungs- 
losung beinhaltet 0,02 mol/l Tris-HCl, pH 8,0. 20 
[0040] Es versteht sich, dass der Fachmann die angegebenen Konzentrationen der Bestandteile des Hybridisierungs- 
puffer derart auswahlen kann, dass die gewunschte Stringenz der Hybridisierungsreaktion erzielt wird. Besonders bevor- 
zugte Ausfuhrungsformen geben stringente bis besonders stringente Hybrisidierungsbedingungen wieder Unter Einsatz 
dieser stringenten Bedingungen kann der Fachmann feststellen, ob ein bestimmtes Nukleinsauremolekul einen spezifi- 
schen Nachweis von Nukleinsauresequenzen von Ziel-Organismen ermoglicht und somit im Rahmen der Erfindung zu- 25 
verlassig eingesetzt werden kann. 

[0041] Die Konzentration der Sonde, kann je nach Markierung und Anzahl der zu erwartenden Zielstruktur stark 
schwanken. Um eine schnelle und effiziente Hybridisierung zu ermoglichen, sollte die Sondenmenge die Anzahl der 
Zielstrukturen um mehrere GroBenordnungen iiberschreiten. Allerdings ist bei der Ruoreszenz in situ-Hybridisierung 
(FISH) darauf zu achten, dass eine zu hohe Menge an fluoreszenzmarkierter Hybridisierungssonde zu erhohter Hinter- 30 
grundfluoreszenz fiihrt Die Menge an Sonde sollte deshalb in einem Bereich zwischen 0,5 ng/ul und 500 ng/ul, bevor- 
zugt zwischen 1,0 ng/ul und 100 ng/ul und besonders bevorzugt bei 1,0-50 ng/ul liegen. 

[0042] Das verwendete Volumen der Hybridisierungslosung sollte zwischen 8 pi und 100 ml liegen, bei einer beson- 
ders bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Verfahren betragt es 40 ul. 

[0043] Die Dauer der Hybridisierung betragt ublicherweise zwischen 10 Minuten und 12 Stunden; bevorzugt erfolgt 35 
die Hybridisierung fur etwa 1 ,5 Stunden. Die Hybridisierungstemperatur betragt bevorzugt zwischen 44°C und 48°C, be- 
sonders bevorzugt 46°C, wobei der Parameter der Hybridisierungstemperatur, wie auch die Konzentration an Salzen und 
Detergenzien in der Hybridisierungslosung in Abhangigkeit von den Nukleinsauresonden, insbesondere deren Langen 
und dem Grad der Komplementaritat zur Zielsequenz in der nachzuweisenden Zelle optimiert werden kann. Der Fach- 
mann ist mit hier einschlagigen Berechnungen vertraut. 40 
[0044] Nach erfolgter Hybridisierung sollten die nicht hybridisierten und uberschussigen Nukleinsauresondenmole- 
kiile entfernt bzw. abgewaschen werden, was ublicherweise mittels einer herkommlichen Waschlosung erfolgt Diese 
Waschlosung kann, falls gewtinscht, 0,001-0,1% eines Detergens wie SDS, wobei eine Konzentration von 0,01% bevor- 
zugt wird, sowie Tris-HCl in einer Konzentration von 0,001-0,1 mol/l, bevorzugt 0,01-0,05 mol/l, besonders bevorzugt 
0,02 mol/l, enthalten, wobei der pH-Wert von Tris-HCl im Bereich von 6,0 bis 9,0, vorzugsweise bei 7,0 bis 8,0, beson- 45 
ders bevorzugt bei 8,0 liegt. Ein Detergens kann enthalten sein, ist aber nicht zwingend erforderlich. Weiter enthalt die 
Waschlosung ublicherweise NaCl, wobei die Konzentration je nach benotigter Stringenz von 0,003 mol/l bis 0,9 mol/l, 
bevorzugt von 0,01 mol/l bis 0,9 mol/l, betragt. Besonders bevorzugt ist eine NaCl-Konzentration von 0,07 mol/l (Ver- 
fahren zum gleichzeitigen speziflschen Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella der Spezies L. pneumophila) 
bzw. von 0,07 mol/l (Verfahren zum speziflschen Nachweis von Fakalstreptokokken) bzw. von 0,018 mol/l (Verfahren 50 
zum gleichzeitigen speziflschen Nachweis von coliformen Bakterien und Bakterien der Spezies E. coli). Des Weiteren 
kann die Waschlosung EDTA in einer Konzentration bis zu 0,01 mol/l enthalten, wobei die Konzentration vorzugsweise 
0,005 mol/l betragt. Ferner kann die Waschlosung auch dem Fachmann gelaufige Konservierungsmittel in geeigneten 
Mengen enthalten. 

[0045] AUgemein kommen bei dem Waschschritt Pufferlosungen zum Einsatz, die prinzipiell sehr ahnlich aussehen 55 
konnen, wie Hybridisierungspuffer (gepufferte Natriumchloridlosung), nur dass der Waschschritt in einem Puffer mit 
niedrigerer Salzkonzentration, bzw. bei hoherer Temperatur durchgefuhrt wird. 

[0046] Zur theoretischen Abschatzung der Hybridisierungsbedingungen kann folgende Formel verwendet werden: 

Td = 81,5 + 16,6 ig[Na+] + 0,4 x (% GC) - 820/n - 0,5 x (% FA) 60 

Td = Dissoziationstemperatur in °C 
[Na+] = Molaritat der Natriumionen 

% GC = Anteil der Guanin- und Cytosinnukleotide an der Anzahl der Basen 

n = Lange des Hybrids 65 
% FA = Formamidgehalt 

[0047] Mit Hilfe dieser Formel kann z. B. der Formamidanteil (der wegen der Toxizitat des Formamids moglichst ge- 
ring sein sollte) des Waschpuffers ersetzt werden durch einen entsprechend niedrigeren Natriumchloridgehalt. Allerdings 
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5 raturimBereichvon44°Cbis52 C, bevorzugi von 

10-40 Minuten, vorzugsweise fiir 15 Minuten. - . lin „. em2Ben Verfahrens werden die erfindungsgemaBen Nu- 
[0049] In einer alternativen Ausfuhrungsform ^g^^schen Nachweis der angegebenen Zel-Or- 
kleinsauresondenmolekule im KW^^J^r^'^SS^SSt und z. B. in der deutschen Patentanmeldung 
gasmen eingesetzt Das Fas^^ 

fSriMespe^hyMdi^Nu— 

ektiert werden. Voraussetzung hierfur ist, dass das ~™~ r yerknU ft ist . A i s detektierbare Marker werden 
u Nukleinsauresondenmolekiil durch *^"a~S^5sL* Inc., Arlington Heights, USA ) 
z. B. fluoreszierende Oruppen wie z. B. C ^ < ^^T^ ebenWb zu beziehen von Amersham Life Sciences), 
CY3 (ebenfalls erhaltlich von Amersha^m Life Sciraces),^Y5 (en ^ Mannheinl) Deutsch- 

FTTC (Molecular Probes Inc., Eugene USA) ^U 0 ^^™^^^ 0 ^^ ^ "pLUOS-PRIME verwendet, die dem 
land), W (erhaltlich von Molecular ^"^"^^e^ enzymatische Marker wie Meerret- 
20 Fachmann alle wohlbekannt sind. Auch chenuscheMarice^ ^oa^ve ^ ^ ^ ^ E 

tich-Peroxidase, saure Phosphatase, ^^P^S^Sdichen Substrates umgesetzt werden konnen, und 

sind in der nachfolgenden Tabelle angegeben: 
25 TabeUe 

Chromogen 

XischePhosphataseundsaurePhosphatase ^^^^^^ 

3-SShat^ammoniumsalz (Fluoreszenz), p-Nitrophenyl- 

2. Peroxidase 2SS (Fluoreszenz), p-Hytoxyphenethylalkohol^uores^), 

22'-Azino-di-3-ethylbenzthiazoUnsulfonsaure (ABTS), ortno- 
Phenylendiamindihydrochlorid, o-Dianisidin, 5-AnBnosahcylsau- 
re p-Ucresol (Fluoreszenz), 3,3-dimethyloxybenz.din, 3-Methyl- 
2-benzothiazoUnhydrazon,Tetramelhylbenzidin 

. , + Diammoniumbenzidin 

3. Meerrettichperoxidase 2 Tetramethylbenzidin 

Xophenyl-p-D-galaktopyranosid, 4-Methylumbelliferyl-|J-D- 

4. P-D-Galaktos.dase 

ABTS, Glukose und Thiazolylblau 

5. Glukoseoxidase 

45 [0051] ScblieBUchist^^ 

weitere zur Hybridisierung ^^XSwtS, bevorzugt 15-50 Nukleotide. Dieser zweite 



35 



40 



50 



55 



60 



65 



nuMuui^a^v^^w — 

noch weitere wohlbekannt. U u w;« vnn Her Art der Markierung der verwendeten Sonde moglich mit 

Ttreptokokken oder Verfahren zum ^ h - lU S en ^^^ Im Nfergleich zu her- 

SpeLs E. coli gegenuber den wetter oben }^*^S!SSSU von Legionellen, 48 bis 100 Stunden fur 
konunlichen Kultivierungsverfahren, die sieben to 14 ™ Nachweis von 8 co liformen Bakterien und E. coh 

den Nachweis von Fakalstreptokokken bzw. ^^J™^ Verfahren innerhalb von 24-48 Stunden vor. 
benougen.UegtdasEr^ 

[0056] Ein weiterer Vorte, hegt in. S " c ^en^™ v Ug i 0 neUa pneumophila 

gionella pneumophila. Mit bistoggelaufigenVerfa^en» 

mitroehroderwenigergroBerZuverlas^ 
Sfau^^B» 
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dem heutigen Kenntnisstand als nicht langer ausreichend angesehen werden. 

[0057] Ein weiterer Vorteil liegt in der Fahigkeit zur Unterscheidung zwischen Bakterien der Gattung Legionella und 
denen der Spezies Legionella pneumophila. Diese ist durch die Verwendung unterschiedlich markierter Nukleinsaure- 
sondenmolekiile leicht und zuverlassig moglich. 

[0058] Ein weiterer Vorteil liegt in der Spezifitat dieser Verfahren. Durch die verwendeten Nukleinsauresondenmole- 
kiile konnen sowohl spezifisch samtliche Arten der Gattung Legionella, aber auch hochspezifisch nur die Spezies L. 
pneumophila nachgewiesen und visualisiert werden. Ebenso zuverlassig werden samtliche Arten der heterogenen Grup- 
pen der Fakalstreptokokken und der Coliformen nachgewiesen sowie samtliche Subgruppen der Spezies E. coli. Durch 
die Visualisierung der Bakterien kann eine gieichzeitige visuelle Kontrolle stattfinden. Falsch positive Ergebnisse sind 
somit ausgeschlossen. 

[0059] Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemafien Verfahren liegt in der leichten Handhabbarkeit. So konnen durch 
die Verfahren leicht groBe Mengen an Proben auf das Vorhandensein der genannten Bakterien getestet werden. 
[0060] Die erfindungsgemaBen Verfahren konnen vielfaltig angewendet werden. 

[0061] So konnen bei spiels weise Umweltproben auf das Vorhandensein von Legionellen untersucht werden. Diese 
Proben konnen hierzu z. B. aus Wasser oder aus dem Boden entnommen sein. Das erfindungsgemaBe Verfahren kann 
weiter zur Untersuchung medizinischer Proben eingesetzt werden. Es ist u. a. fur die Untersuchung von Proben aus Spu- 
tum, Bronchoalveolarer Lavage oder endotrachialer Absaugung geeignet. Es ist des weiteren fur die Untersuchung von 
Gewebeproben, z. B. Biopsiematerial aus der Lunge, H»mor- oder entziindlichem Gewebe, aus Sekreten wie SchweiB, 
Speichei, Sperma und AusfluB aus der Nase, Harnrohre oder Vagina sowie fur Urin- oder Stuhlproben geeignet 
[0062] Ein weiteres Anwendungsgebiet fur das vorliegende Verfahren ist die Untersuchung von Wassern, z. B. Dusch- 
und Badewassern oder Trinkwasser. 

[0063] Ein weiteres Anwendungsgebiet fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist die Kontrolle von Lebensmitteln. In 
bevorzugten Ausfuhrungsformen werden die Lebensmittelproben aus Milch oder Milchprodukten (Joghurt, Kase, 
Quark, Butter, Buttermilch), Trinkwasser, Getranken (Limonaden, Bier, Safte), Backwaren oder Fleischwaren entnom- 
men. 

[0064] Ein weiteres Anwendungsgebiet fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist die Untersuchung pharmazeutischer 
und kosmetischer Produkte, z. B. Salben, Cremes, Tmkturen, Safte, Losungen, TVopfen etc. ist mit dem erfindungsgema- 
Ben Verfahren moglich. 

[0065] ErfindungsgemaB werden weiterhin drei Kits zur Durchfuhrung der entsprechenden Verfahren zur Verfugung 
gestellt. Die in diesen Kits enthaltene Hybridisierungsanordnung ist z.B. in der deutschen Patentanmeldung 
100 61 655.0 beschrieben. Auf die in diesem Dokument enthaltene Offenbarung bezuglich der in situ-Hybridisierungs- 
anordnung wird hiermit ausdriicklich Bezug genommen. 

[0066] AuBer der beschriebenen Hybridisierungsanordnung (als VIT-Reactor bezeichnet) umfassen die Kits als wich- 
tigsten Bestandteil die jeweilige Hybridisierungslosung mit den weiter oben beschriebenen fur die nachzuweisenden Mi- 
kroorganismen spezifischen Nukleinsauresondenmolekulen (als VIT-Losung bezeichnet). Weiterhin ist jeweils enthalten 
der entsprechende Hybridisierungspuffer (Solution C) und ein Konzentrat der entsprechenden Waschlosung (Solution 
D). Weiterhin sind enthalten gegebenenfalls Fixierungslosungen (Solution A und Solution B) sowie gegebenenfalls eine 
Einbettlosung (Finisher). Finisher sind im Handel erhaltlich, sie verhindern u. a. das rasche Ausbleichen fluoreszierender 
Sonden unter dem Fluoreszenzmikroskop. Gegebenenfalls sind Losungen zur parallelen Durchfuhrung einer Positivkon- 
trolle (Positive Control) sowie einer Negativkontrolle (Negative Control) enthalten. 
[0067] Das folgende Beispiel soli die Erfindung eriautern, ohne sie einzuschranken: 

Beispiei 

Spezifischer Schnellnachweis trinkwasserrelevanter Bakterien in einer Probe 

[0068] Eine Probe wird in geeigneter Weise 20-44 h kuitiviert, Verschiedene hierzu geeignete Verfahren sind dem 
Fachmann wohlbekannt. Zu einem Aliquot dieser Kultur wird dasselbe \folumen Fixierungslosung (Solution A, 50% Et- 
hanol) zugegeben. 

[0069] Zur Durchfuhrung der Hybridisierung wird ein geeignetes Aliquot der fixierten Zellen (bevorzugt 40 ul) auf ei- 
nen Objekttrager aufgebracht und getrocknet (46°C, 30 min oder bis vollstandig trocken). AnschlieBend werden die ge- 
trockneten Zellen vollstandig dehydratisiert durch Zusatz einer weiteren Fixierungslosung (Solution B, Ethanol absoiut, 
bevorzugt 40 ul). Der Objekttrager wird emeut getrocknet (Raumtemperatur, 3 min oder bis vollstandig trocken). 
[0070] AnschlieBend wird auf die fixierten, dehydratisierten Zellen die Hybridisierungslosung (VIT-Losung) mit den 
weiter oben beschriebenen fur die nachzuweisenden Mikroorganismen spezifischen Nukleinsauresondenmolekulen auf- 
gebracht. Das bevorzugte Volumen betragt 40 ul. Der Objekttrager wird anschlieBend in einer rait Hybridisierungspuffer 
(Solution C, entspricht der Hybridisierungslosung ohne Sondenmolekule) befeuchteten Kammer, bevorzugt dem VTT- 
Reaktor, inkubiert (46°C, 90 min). 

[0071] AnschlieBend wird der Objekttrager aus der Kammer entnommen, die Kammer mit Waschlosung befiillt (Solu- 
tion D, 1 : 10 verdiinnt in destilliertem Wasser) und der Objekttrager in dieser inkubiert (46°C, 15 min). 
[0072] AnschlieBend wird die Kammer mit destilliertem Wasser befiillt, der Objekttrager kurz eingetaucht und an- 
schlieBend in seitlicher Stellung luftgetrocknet (46°C, 30 min oder bis vollstandig trocken). 
[0073] AnschlieBend wird der Objekttrager in einem geeigneten Medium (Finisher) eingebettet 
[0074] AbschlieBend wird die Probe mit Hilfe eines Huoreszenzmikroskops analysiert. 
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Custom Codon 



Sequenz Name : seq002 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
ccaccaccct ctcccatac 

<212> Typ : DNA 
<211> Lange : 19 

Sequenz -Name : SEQ003 

Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : SEQ003 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
ccacttccct ctcccatac 
<212> Typ : DNA 
<211> Lange : 19 

Sequenz -Name : SEQ004 

Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : SEQ004 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
ccactaccct ctcccgtac 
<212> Typ : DNA 
<211> L^nge : 19 

Sequenz -Name : SEQ005 

Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 
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10 



15 



20 



25 



Custom Codon 

Sequenz Name : SEQ005 

Sequenz 

■■ Ktostuche mh ' ssv " az 

<400> PreSequenzString : 
ccactaccct ctaccatac 
<212> Typ : DNA 
<211> hknqe : 19 

Sequenz-Name : SEQ006 

Sequenz-Beschreibung « Oligonukleotid 

Custom Codon 
Sequenz Name : SEQ006 



3° Sequenz 

- Organises : KOnstHche DKA-Sequenz 
35 <400> PreSequenzString : 
tatctgaccg tcccaggtta 
<212> Typ : DNA 
40 <211> Lange : 20 

Sequenz-Name : seq007 
Sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 

45 

Custom Codon 



50 



55 



Sequenz Name : seq007 



Sequenz 



]«3> Name des Organic : KAnstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
ccctctgatg ggtaggtt 
60 <212> Typ* : DNA 
<211> L&nge : 18 

Sequenz-Name : seq008 
65 sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 
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Custom Codon 



Sequenz Name : seq008 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
ccctctgatg ggcaggtt 
<212> Typ : DNA 
<211> Lange : 18 

Sequenz -Name : seq009 

Sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : seq009 
Sequenz 



<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
taggtgttgt tagcatttcg 
<212> Typ : DNA 
<211> Lange : 20 

Sequenz -Name : seqOlO 

Sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : seqOlO 
Sequenz 



<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
cactcctctt tttccggt 
<212> Typ : DNA 
<211> Ltoge : 18 

Sequenz -Name : seqOll 

Sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 
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Custom Codon 
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5 Sequenz Name : seqOll 
Sequenz 



to 



15 



20 



25 



30 



<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
ccacttctct ttttccggt 

<212> Typ : DNA 
<211> L£nge : 19 

Sequenz -Name : seq012 

Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : seq012 
Sequenz 



<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
35 <400> PreSequenzString : 
ccactcttct ttttccggt 
<212> Typ : DNA 
40 <211> Lange : 19 

Sequenz -Name : seq013 

Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 



45 



50 



Custom Codon 

Sequenz Name : seq013 

Sequenz 



55 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 

<400> PreSequenzString : 

ccactcttct tttcccggt 
60 <212> Typ : DNA 

<211> Lange : 19 

Sequenz -Name : seq014 
65 Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 
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Custom Codon 



Sequenz Name : seq014 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
cacacaatcg taacatccta 
<212> Typ : DNA 
<211> L&nge : 20 

Sequenz -Name : seq015 

Sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : seq015 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
agggatgaac tttccactc 
<212> Typ : DNA 
<211> Lange : 19 

Sequenz-Name : seq0l6 

Sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : seq016 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
ccactcattt tcttccgg 
<212> Typ : DNA 
<211> LSnge : 18 

Sequenz-Name : seq017 

Sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 
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Custom Codon 



5 Sequenz Name : seq017 
Sequenz 

10 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
cccccgcttg agggcagg 
<212> Typ : DNA 
<211> Lange : 18 

Sequenz-Name : seq018 

20 

Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 
Custom Codon 

25 

Sequenz Name : seq018 
30 Sequenz 



<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
35 <400> PreSequenzString : 
cctcttttcc cggtggag 
<212> Typ : DNA 
40 <211> LSnge : 18 

Sequenz-Name : seq019 

Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 

45 

Custom Codon 



Sequenz Name : seq019 
Sequenz 



<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
cctctttttc cggtggagc 
<212> Typ : DNA 
<211> Lange : 19 

Sequenz-Name : seq020 

Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 
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Custom Codon 



Sequenz Name : seq020 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
cactcctctt ttccaatga 
<212> Typ : DNA 
<211> Lange : 19 

Sequenz -Name : seq021 

Sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : seq021 
Sequenz 



<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
cactcctctt acttggtg 
<212> Typ : DNA 
<211> L&nge : 18 

Sequenz-Name : seq022 

Sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : seq022 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
taggtgccag tcaaattttg 
<212> Typ : DNA 
<211> L^nge : 20 

Sequenz-Name : seq023 

Sequenz-Beschreibung : Oligonukleotid 
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custom codon 

seq023 



5 sequenz 



Name 



Sequenz 

to ,, es organismus : Kuns 

<2 13> Name des ora 
<40 0> PreSequenzString . 

ccccttctga tgggcagg 

15 <212> typ - DNA 

<2H> ^ ! 18 seq0 24 

Sequenz-Name . oliqon ukleotid 

ao sequenz -Bescni 



custom Codon 

25 

seq uenz Name , seq024 
30 sequenz 



sequc**- 

. Ktostliche DNA-Sequenz 

<2l3 > Name des Organismus . 
B < 4 00> PreSequenzString - 

ccccctctga tgggcagg 

<212> Typ : DNA 
<211> Lange : l 8 

Sequenz-Name - tiQ 

Sequenz-Beschrexbung . 



45 

Custom Codon 



so 



Sequenz Name . 
Sequenz 



Kunstliche DNA-Sequenz 

* <n3 > Name des Organismus . 
<40 0> Presequenzstring . 
cgacttcgca actcgttg 

60 <2 12> TYP •■ D NA 
<2 11> Lange : 18 

Sequenz-Name : seq leotid 



20 



Dti lUi 60 666 A 1 

Custom Codon 



Sequenz Name : seq026 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
cgacttcgcg actcgttg 
<212> Typ : DNA 
<211> Lange : 18 

Sequenz -Name : seq027 

Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : seq027 
Sequenz 

<213> Name des Organismus : Kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenzString : 
cgagttcgca actcgttg 
<212> Typ : DNA 
<211> Lange : 18 

Sequenz -Name : seq028 

Sequenz -Beschreibung : Oligonukleotid 

Custom Codon 



Sequenz Name : seq028 



Sequence 

<213> Name des Organismus : kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenceString : 
gacccccttg ccgaaa 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 16 

SequenceName : 29 
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Sequenzbeschreibung - OligonuKleotid 



5 custom Codon 
Sequence 

10 

Sequence 



Name : 29 



<2 i3> Name des Organismus : 
15 < 4 00> PreSequenceString : 
atgaccccct agccgaaa 
<212> Type : DNA 
20 <2H> Length : 18 

SequenceName : 30 
Sequenzbeschreibung 

25 

Custom Codon 



icunstliche DNA-Sequenz 



Oligonukleotid 



30 Sequence Name : 30 
Sequence 



35 , vrmstliche DNA-Sequenz 

<213 > Name des Organismus , kunstli 

<400> PreSequenceString : 
„ ggcacaacct ccaagtcgac 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 20 

SequenceName : 31 

Sequenzbeschreibung , Oligonukleotxd 



45 



Custom Codon 

50 

Sequence Name : 31 



55 

Sequence 



" vrmstliche DNA-Sequenz 
<2 13> Name des Organismus : kunstlic 

60 <400> PreSequenceString : 

ggacaaccag cctacatgct 

<212> Type : DNA 
65 <211> Length : 20 

SequenceName : 32 
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Sequenzbeschreibung : Oligonukleotid 
Custom Codon 



Sequence Name : 32 
Sequence 

<213> Name des Organismus : kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenceString : 
acaagactcc agcctgcc 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 18 

SequenceName : 33 

Sequenzbeschreibung : Oligonukleotid 
Custom Codon 



Sequence Name : 33 



Sequence 



<213> Name des Organismus 
<400> PreSequenceString : 
caggcggtct atttaacgcg tt 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 22 

SequenceName : 34 
Sequenzbeschreibung 

Custom Codon 



: kunstliche DNA-Sequenz 



: Oligonukleotid 



Sequence Name : 34 
Sequence 

<213> Name des Organismus : kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenceString : 
ggcacaacct ccaaatcgac 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 20 

SequenceName : 35 
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Sequenzbeschreibung : Oligonukleotid 



5 Custom Codon 



10 



15 



20 



25 



30 



Sequence Name : 35 



Sequence 



<213> Name des Organismus 
<400> PreSequenceString : 
ggccacaacc tccaagtaga 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 20 

SequenceName : 36 
Sequenzbeschreibung 

Custom Codon 



kunstliche DNA-Sequenz 



Oligonukleotid 



Sequence Name : 36 



35 



Sequence 



<213> Name des Organismus 

<400> PreSequenceString : 
40 accacactcc agcctgcc 

<212> Type : DNA 

<211> Length : 18 
45 SequenceName : 37 

Sequenzbeschreibung 



kunstliche DNA-Sequenz 



Oligonukleotid 



50 



Custom Codon 



55 



Sequence Name : 37 



Sequence 



60 



65 



<213> Name des Organismus 
<400> PreSequenceString : 
acaagactct agcctgcc 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 18 

SequenceName : 38 



kunstliche DNA-Sequenz 
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Sequenzbeschreibung : Oligonukleotid 
Custom Codon 



Sequence Name : 38 
Sequence 



<213> Name des Organismus : kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenceString : 
ggcggtcgat ttaacgcgtt 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 20 

SequenceName : 3 9 

Sequenzbeschreibung : Oligonukleotid 
Custom Codon 



Sequence Name : 39 
Sequence 



<213> Name des Organismus 
<400> PreSequenceString : 
ggcggtctac ttaacgcgtt 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 20 

SequenceName : 40 
Sequenzbeschreibung 

Custom Codon 



: kunstliche DNA-Sequenz 



: Oligonukleotid 



Sequence Name : 40 
Sequence 



<213> Name des Organismus : kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenceString : 
ggcggtctat ttaatgcgtt 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 20 

SequenceName : 41 
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seq uen* b eschreibu* g 



. oxigonukleotid 



s custom Codon 

Sequence Name . 41 
Sequence 



Sequence nM .. S equenz 
<21 3> Name des Organist 
15 <40 0> -Se^nceStr-S • 
agC tccggaa .ccactcctc 

<212 > w - DNA 

SequenceName • olig onukleotid 
Sequenzbescnre 



Custom Codon 
W sequence Name . « 



Se<IUenCe 
35 des organismus - 

*2l3> Name des u y 
lo> Presequencestrxng • 

• ggaacaacct cc rr 

<212 > Type •• 
<21 l> Length = 18 

sequenceName . oligo nukleotxd 



custom Codon 

50 



Sequence Name : 43 



55 sequence 



60 <400> PreSequenc 
gccacaacct ccaagtag 
<2 1 2 > Type • 
65 «»1> wngtn •• 18 

SequenceName : 
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Sequenzbeschreibung : Oligonukleotid 
Custom Codon 



Sequence Name : 44 
Sequence 



<213> Name des Organismus : kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenceString : 
atggccccct agccgaaa 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 18 

SequenceName : 45 

Sequenzbeschreibung : Oligonukleotid 
Custom Codon 



Sequence Name : 45 
Sequence 

<213> Name des Organismus : kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenceString : 
gatgaccccc tagccgaaa 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 19 

SequenceName : 46 

Sequenzbeschreibung : Oligonukleotid 
Custom Codon 



Sequence Name : 46 
Sequence 

<213> Name des Organismus : kunstliche DNA-Sequenz 
<400> PreSequenceString : 
aaccttgcgg ccgtactccc 
<212> Type : DNA 
<211> Length : 20 

SequenceName : 47 
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5 custom Codon 

Sequence Name : 47 

Patentanspniche 

... aus der Gruppe bestehend aus (samtliche in 
• . Nukleotidsequenz ausweist, ausgewahlt aus der Oruppe 
!. Oligonukleotid, das eme Nukleotiaseq 
y-^'-Richtung) 

15 (i)5'-cactaccctctcccatac 
5 -.cactaccctctcctatac 
5 '. c caccaccctctcccatac 
5^-ccacttccctctcccatac 
5^-ccactaccctctcccgtac 
25 5 '.ccactaccctctaccatac 
5'-tatctgaccgtcccaggtta 

5^-ccctctgatgggtaggtt 
5^-ccctctgatgggcaggtt 
5'-taggtgttgttagcatttcg 
5'-cactcctctttttccggt 
^-ccacttctctttttccggt 
5<-ccactcttctttttcc ggt 
40 5'. C cactcttcttttcccggt 

5'-cacacaatcgtaacatccta 
45 S'-agggatgaactttccactc 
5'-ccactcattttcttccgg 
5'-cccccgcttgagggcagg 
so 5'- C ctcttttcccggtggag 
S'-cctctttttccggtggagc 
S'.cactcc tcttttccaatga 
5^-cactcctcttacttggtg 
S'-taggtgccagtcaaattttg 

60 



30 



35 



55 



65 
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5*- ccc ctt ctg atg ggc agg 
5*- ccc cct ctg atg ggc agg 
5'- cga ctt cgc aac teg ttg 
5 % - cga ctt cgc gac teg ttg 
5 % - cga gtt cgc aac teg ttg 

5' gac ccc ctt gec gaaa 
5* atg acc ccc tag ccg aaa 
5'- ggc aca acc tec aag teg ac 
5'- gga caa cca gee tac atg ct 
5'- aca aga etc cag cct gee 
5*- cag gcg gtc tat tta acg cgt t 
5*- ggc aca acc tec aaa teg ac 
5'- ggc cac aac etc caa gta ga 
5'- acc aca etc cag cct gec 
5 aca aga etc tag cct gee 
5 ggc ggt cga ttt aac gcg tt 
5'- ggc ggt eta ctt aac gcg tt 
5'- ggc ggt eta ttt aat gcg tt 
5'- age tec gga age cac tec tea 
5'- gga aca acc tec aag teg 
5'- gee aca acc tec aag tag 
5'- atg gee ccc tag ccg aaa 
5'- g atg acc ccc tag ccg aaa 
5'- aac ctt gcg gee gta etc cc, 

ii) Oligonukleotiden, die mit den obigen Oligonukleotiden unter i) in mindestens 60%, vorzugsweise minde- 
stens 80% und besonders bevorzugt mindestens 90, 92, 94, 96%, ubereinstimmen und eine spezifische Hybri- 
disierung niit Nukleinsauresequenzen von trinkwasserrelevanten Bakterienzellen ermdglichen, 

iii) Oligonukleotiden, die sich von den Oligonukleotiden unter i) durch eine Deletion und/oder Addition un- 
terscheiden und eine spezifische Hybridisierung mit Nukleinsauresequenzen von trinkwasserrelevanten Bakte- 
rienzellen ermoglichen, und 

iv) Oligonukleotiden, die mit den vorgenannten Oligonukleotiden unter i), ii) und iii) unter stringenten Bedin- 
gungen hybridisieren. 

2. Verfahren zum Nachweis von trinkwasserrelevanten Bakterien in einer Probe, umfassend die Schritte 

a) Kultivieren der in der Probe enthaltenen trinkwasserrelevanten Bakterien, 

b) Fixieren der in der Probe enthaltenen trinkwasserrelevanten Bakterien, 

c) Inkubieren der fixierten Bakterien mit mindestens einem Oligonukleotid, ausgewahlt aus der Gruppe beste- 
hend aus 

i. den Oligonukleotiden nach Anspruch 1, 

ii. Oligonukleotiden, die mit den Oligonukleotiden nach Anspruch 1 in mindestens 60%, vorzugsweise 
mindestens 80% und besonders bevorzugt mindestens 90, 92, 94, 96%, ubereinstimmen und eine spezifi- 
sche Hybridisierung mit Nukleinsauresequenzen von trinkwasserrelevanten Bakterienzellen ermogli- 
chen, 



29 
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15 



20 



25 



35 
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Addition unterscheiden und eine speatiscne ny 
disieren, . 

Gruppe.bestehendaus 

a) Fluoreszenzmarker, 

b) Chemolumineszenzmarker, 

c) radioaktive Marker, 

d) enzymatischaktiveGruppen, 

t SbridisiemngnachweisbareNukleinsauren 



hend aus 
5'-cactaccctctcccatac 

30 s'-cactaccctctcctatac 

5'-ccaccaccctctcccatac 

5'-ccacttccctctccca tac 

5'- c cac tac cct etc ccg tac 
S'-ccactaccctctaccatac 



40 



45 



5-. , ate tga ccg .cc cag gtt t. ^ ^ pM!mp , otolIten , „w , 

ft Verfahren nach einem der Anspruche L ms 10 lu ^ 
Oli^kStid ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 



50 



55 



60 



65 
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5'- ccc tct gat ggg tag gtt 
5*- ccc tct gat ggg caggtt 
5 1 - tag gtg ttg tta gca ttt eg 
5*- cac tec tct ttt tec ggt 
5'-c cac ttc tct ttt tec ggt 
5'-ccac tct tct ttt tec ggt 
5'- c cac tct tct ttt ccc ggt 
5'-cac aca ate gta aca tec ta 
5'- agg gat gaa ctt tec act c 
5'- cca etc att ttc ttc egg 
5*-ccc ccg ctt gag ggc agg 
5'- cct ctt ttc ccg gtg gag 
5'- cct ctt ttt ccg gtg gag c 
5 * - cac tec tct ttt cca atg a 
5"- cac tec tct tac ttg gtg 
5'- tag gtg cca gtc aaa ttt tg 
5 % - ccc ctt ctg atg ggc agg 
5'- ccc cct ctg atg ggc agg 
5 % - cga ctt cgc aac teg ttg 
5'- cga ctt cgc gac teg ttg 
5'- cga gtt cgc aac teg ttg. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 6 zum gleichzeitigen spezifischen Nachweis von coliformen Bakte- 
rien und Bakterien der Spezies Escherichia coli, wobei das Oligonukleotid ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus 
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5' gacccc cttgccgaaa 
5' atg acc ccc tag ccg aaa 
5'- ggc aca acc tec aag teg ac 
5'- gga caa cca gec tac atg ct 
5'- aca aga etc cag cct gec 
5'- cag gcg gtc tat tta acg cgt t 
5*. ggc aca acc tec aaa teg ac 
5*- ggc cac aac etc caa gta ga 
5'- acc aca etc cag cct gee 
5'- aca aga etc tag cct gee 
5'- ggc ggtcgattt aac gcg tt 

5'- ggc ggt eta ctt aac gcg tt 

5'- ggcggt eta tttaatgcgtt 

5'- age tec gga age cac tec tea 

5'- gga aca acc tec aag teg 

5 % - gee aca acc tec aag tag 

5'- atg gec ccc tag ccg aaa 

5*- g atg acc ccc tag ccg aaa 

5'- aac ctt gcg gee gta etc cc 

10 Verwendung eines Oligonukleotids, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus, 

desS^ 90 > 92 ' 94 > 96%, ubereinstinimen und exne spezxfische Hy- 

r; KSS.'t"- «*^vr Bediwn 

5*- cac tac cct etc cca tac 
5 % - cac tac cct etc eta tac 
5'- c cac cac cct etc cca tac 
5*-ccac ttc cct etc cca tac 
5^-ccac tac cct etc ccg tac 
5'- c cac tac cct eta cca tac 
5'- 1 ate tga ccg tec cag gtt a 

und das OUgonukleotid zum gleichzeitigen spezifischen Nachweis von Bakterien der Gattung I^gionella und der 
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5'- ccc tct gat ggg tag gtt 
5*- ccc tct gat ggg cag gtt 
5 % - tag gtg ttg tta gca ttt eg 
5'- cac tec tct ttt tec ggt 
5*-c cac ttc tct ttt tec ggt 
5'- c cac tct tct ttt tec ggt 
5'- c cac tct tct ttt ccc ggt 
5* -cac aca ate gta aca tec ta 
5'- agg gat gaa ctt tec act c 
5'- cca etc att ttc ttc egg 
5*-ccc ccg ctt gag ggc agg 
5'- cct ctt ttc ccg gtg gag 
5"- cct ctt ttt ccg gtg gag c 
5'- cac tec tct ttt cca atg a 
5 % - cac tec tct tac ttg gtg 
5'- tag gtg cca gtc aaa ttt tg 
5'- ccc ctt ctg atg ggc agg 
5*- ccc cct ctg atg ggc agg 
5'- cga ctt cgc aac teg ttg 
5 % - cga ctt cgc gac teg ttg 
5'-. cga gtt cgc aac teg ttg. 

und das Oligonukleotid zum Nachweis von Fakalstreptokokken dient. 

13. Verwendung nach Anspruch 10, wobei das Oligonukleotid ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
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5'gacccccttgccgaaa 
5'atgaccccctagccgaaa 
y.ggcacaacctccaagtcgac 
5 '.ggacaaccagcctacatgct 

S-.acaagactccagcctgcc 
5'-caggcggtctatttaacgcgtt 
S^.ggcacaacctccaaatcgac 
15 ^.ggccacaacctccaagtaga 

5 >.accacactccagcctgcc 
20 s'-acaagactctagcctgcc 
5'-ggcggtogatttaacgcg« 
S'-ggcggtctacttaacgcgtt 

25 5>-ggcggtctatttaatgcgtt 

5 ..agctccggaagccactcctca 

30 s-.ggaacaacctccaagtcg 
5-. g ccacaacctccaagtag 
y.atggccccctagccgaaa 
35 5 >.gatgaccccctagccgaaa 



5 , m c« gcg gee gu etc cc >m rffomn b*»» - B**2 

, c hl4 indemdasmindestens^OUg w hl&ung u „d ggf • «ne <* 
l5> Kitnach Ans^ch H ^ ^ ^ enthaUe „d 
16. KitnachAnsptucti 
sungen. 
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